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Beschreibung 

Signalsequenzen zur Herstellung von Leu-Hirudin uber Sekretion durch E.coli in das 
Kultumnedium 

5 

Das vom Blutegel abgeleitete Praparat Refludan*^ zeigt in der klinischen Prufung 
gute therapeutische Eigenschaften (The Lancet, Vol.353, p,429 -438 ). Dies laiit 
den Schlud zu. daS in Zukunft ein grofierer Mengenbedarf fur das Praparat zu 
enA^arten ist. Der biologische aktive Wirkstoff des Pr^parates ist das in dem 
10 europaischen Patent 0 324 712 beschriebene [Leu\ Thr^l-63-Desulfato-hirudin, im 
folgenden kurz ^Leu-Hirudin" genannt. 

In dem europaischen Patent 0 448 093 ist ein Verfahren zur Herstellung von Hirudin 
beschrieben. Die bevorzugte Ausfiihrung des Patentes umfaSt ein Hirudin, dessen 

15 N-temiinale Aminosaure aus Alanin besteht. Fusioniert man dieses Hirudin mitder 
Signalsequenz der a -Cyclodextringlykosyltransferase ( CGTase ) und transformiert 
einen dieses Fusionsprotein kodierenden Expressionsvektor , wie in dem Patent 
beschrieben, in eine £. coli Sekretonnutante, so kann Ala -Hirudin mrt 
Rohausbeuten von gr6Ber 2 Gramm pro Liter hergestellt werden. Das europaiische 

20 Patent 0 549 915 beschreibt Varianten des Ala - Hirudin mit verbesserter Stabilit£it. 
Werden diese Varianten mit dem E. coli Sekretor System hergestelK, so ergeben 
sich Ausbeuten von mehreren Gramm pro Liter. Die Ausbeuten sind damit deutlich 
hdher als dies von Dodt etaL fOr die Hirudinvariante HV1 beschrieben wurde ( FEES 
LETTERS vol. 202 373 -377, 1986). Eine im Vergleich dazu unwesentliche 

25 Steigerung der Ausbeute wird im US Patent 5,573,929 beschrieben, indem anstelle 
des von Dodt et aL pBR322 abgeleiteten Vektors in bekannter Weise die 
Expressionskassette uber einen pUC - Vektor exprimiert wird. Bender et aL 
( Appl. Microbiol Biotechnol 34, p.203 -207 1990 ) beschreiben die Sekretion im 
europaischen Patent 0 171 024 beschriebenen Thr - Hirudins durch Streptomyces 

30 lividans, Aber auch hier sind die Ausbeuten im Vergleich zu denen in den 

europaischen Patenten 0 448 093 und 0 549 915 genannten Ausbeuten deutlich 
geringer. Dies gilt auch fOr die Expression in E.coli B, wie sie P. de Taxis du Poet et 
at. fur die Sekretion der Hirudinvariante HV1 uber die Signalsequenz Ompa von E 
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CO// beobachten. Die Autoren finden Ausbeuten von 300mg/ 1 Hirudin im Peripiasma 
und ca. 40 mg/ 1 im ZellQberstand. Die in dem Artikel gleichzeitig beschriebene 
Expression in Insektenzellsystemen ist gering (400 ^ig/i). 

5 Mit den Hefeexpressionsystemen Hansenula polymorpha oder Pichia pastoris 

erzielbaren Ausbeuten kommen den In den europaischen Patenten 0 448 093 und 0 
549 91 5 beschriebenen Ausbeuten im Gegensatz zu denen mit S. cerevisiae 
erzielten Werten am nachsten. 

1 0 Rosenfeld et al. ( Protein Expression and Purification 8 . 476 - 482, 1 996 ) 
beschreiben die Expression und Sekretion von Hirudin durch die Hefe Pichia 
pastoris . Dabei werden Ausbeuten von ca. 1.5g/l Kulturbruhe erreicht. EIne 
ahnliche GraHenordnung lalit sich mit der Hefe Hansenula polymorpha erreichen 
( Appl. Microbiol. Biotechnol. 44. 377 - 385 1995 ). Ein erheblicher Nachteil solcher 

1 5 Expresslonssysteme llegt aber In deutlich langeren Femnentationszeiten gegenuber 
dem ECO// System. Es ware also vorteiihaft.wenn Leu -Hirudin wie Ala -Himdin 
(iber Sekretion durch E.coli herstellbar ware. 

Dies gelingt aber nicht mit dem in dem europaischen Patent 0 448 093 
20 beschriebenen System. Deswegen wird in dem Patent vorgeschlagen. die Leu - 
Hirudin- Sequenz um das Tripeptid Ala - Thr - Arg zu veriangem. so dali ein Pra - 
Leu - Hirudin entsteht. das schlleRlich nach Umsetzung mit Trypsin zu dem nativen 
Wiritstoff Leu - Hirudin umgewandelt wird. Folgt man diesem Vorschlag . so 
ergeben sich berelts deutlich schlechtere Rohausbeuten Im SchQtlelkolben- 
25 experiment, als fQr Ala-Hirudin beschrieben wurde. Damit ist ein eindeutiger Vorteil 
gegenuber spateren Hefeexpressionssystemen zunachst nicht mehr War 
ersichtlich. 

Die der voriiegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war es demgemaB. ein 
30 Fusionsprotein herzustellen. bei dem die Kombinatlon aus Signalsequenz und Leu - 
Himdin. die direkte Prozessierung zu Leu-Himdin und anschlieliende Sekretion von 
nativem Leu-Hirudin in hohen Ausbeuten durch E. coli eriaubt Dies Ist die 
Voraussetzung zur Entwicklung eines Verfahrens. das sich sowohl in der 



wo 01/21662 PCT/EPOO/08537 

3 

Fermentation als auch in der sich anschlielienden Reinigung durch die verbesserte 
Ausgangskonzentration des Himdin vorteilhaft auf die Herstelli<osten von Refludan 
auswirkt. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dali Signalsequenzen existieren . die eine 
direkte Sekretion von Leu-Hirudin durch E. coll eriauben und daR dabei sogar eine 
effizientere Sekretion als im europaischen Patent 0 448 093 beschrieben wurde, 
beobachtet wird. Damit kann ein Verfahren entwickelt werden, das ohne groBen 
Aufwand hohe Mengen an Leu-Hirudin zuganglich werden laRt. Dies ist Gegenstand 
der Erfindung. 

Urn vorteilhafte Signalsequenzen zu finden, wird eine Methode des PGR gestiitzten 
Signalsequenz - Screenings eingefQhrt. Diese Methode benutzt die das Protein von 
Interesse kodierende DNA als Matrize und einen definierten reversen PGR -Primer, 
sowie variable vorwarts gerichtete Primer, die die Synthese eines DNA- 
Abschnittes, der eine Signalsequenz gekoppelt an ein Gen von Interesse kodiert. 
eriauben. Die Reaktion lauft nach dem in Figur 1 dargestellten Schema ab. Es ist 
dem Fachmann klar, daft entsprechend der Lange der zu synthetisierenden 
Signalsequenz die Zahl der Reaktionsschritte variieren kann. Kurze 
Signalsequenzen kannen mit einem Reaktionsschritt, langere Sequenzen mit zwei, 
drei oder mehr Reaktionen hergestellt werden. Zudem ist die Zahl der Reaktionen 
auch abhSngig von dem zur Synthese der als Primer benutzten Oligonukleotide 
venvendeten Gerat Die so synthetisierte Signalpeptid - Genfusion kann dann 
gezielt mit den die Restriktionsstellen 1 und 2 eri<ennenden Enzymen gespalten 
werden und in einen entsprechend gefiffneten Expresslonsvektor insertiert werden. 
Von allgemeiner Bedeutung wird das System dann, wenn man als Gen von 
Interesse Hiaidin wahlt. Die N - tennlnale AminosSure von Himdin kann dabei 
variabel gewahit werden. Dies fOhrt zwar zu einer gewissen Beeinflussung der 
Bindung von Hirudin an Thrombin (VerSnderung der Bindungskonstante), jedoch 
bleibt der inhibitorische Effekt von Hirudin bezQglich der Thrombinaktivitat meSbar. 

Die Patentschrift EP-B1 0 448 093 beschreibt die Sekretion von Hirudin in den 
KulturOberstand. Dort ist die Hirudinkonzentration Qberden bekannten 
Thrombinhemmtest direkt bestimmbar. Die Himdinkonzentration ist ein direktes Mali 
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fQr die Effizienz der Sekretion und damit der Abspaltung der Signalsequenz. Das 
Patent beschreibt aber, dad z.B. Hirudin beginnend mit der Aminosaure Leucin nicht 
effizlent Qber die Signalsequenz der CGT-ase in den Uberstand abgegeben werden 
kann. Mit Hilfe der oben beschriebenen Metliode kann man nun nach 
Signaisequenzen suchen. die dies effektiv eriauben. In ahnliclner Weise kann man 
nun die Sekretion von Hirudinen. die mit einer der ilbrigen 19 Aminosauren 
beginnen. untersuchen. Man erhSIt so jeweils ein Spektrum von Signaisequenzen. 
die modellhaft die effiziente Prozessierung der carboxyterminalen Aminosaure des 
Signalpeptides und daran anknQpfenden peptidischen Restes eriauben. Damit kann 
man eine Vorauswahl an Signalpeptiden zureffizienten Sekretion eines beliebigen 
Proteines in das Periplasma treffen und so die Chance zur Entvyicklung eines 
vorteilhaften Herstellprozesses fQr ein Protein erheiien. Dies ist ebenfalls 
Gegenstand der Erfindung. Man kann das Verfahren beschleunigen bzw. 
automatisieren, indem man das Transformationsgemisch aus Ligationsansatz und 
kompetenten Zeilen als Fiussigkultur in einem Selektionsmedium Qber Nacht 
schuttelt und am nachsten Tag mit einem Aliquot der Zeilen wie in Beispiel 1 1 
beschrieben Medium, das Induktor enthait zur DurchfQhmng der Indukllon beimpft 
aber den groHten Teil der Kultur zentrifugiert und das Zellpellet wegfriert. Findet 
man bei der Expression Hiaidinaktivitat, so kann man das entsprechende 
Expressionsplasmid aus den Zeilen reisolieren. linearisieren und 
gelelektrophoretisch von etwaigen Autoligationsprodukten separieren. Die lineare 
Plasmid DNA wird dann religiert und erneut in den Wirtsstamm transfonniert. Nun 
kann man einzelne Kolonien isolieren und auf ihre Expressionsleistung testen. 
Dabei kann man so vorgehen, daa das Verfahren Kriterien der 
Arzneimittelzulassung erfQIIt. 

Ein weiterer Vorteil des Vorgehens besteht darin. dall man verschledenen Varianten 
eines Signalpeptides. wie sie im Lauf der Evolution durch Austausch von 
Aminosauren zwischen einzelnen Spezies entstanden sind. leicht nebeneinander im 
Hinblick auf ihre Tauglichkeit zur effizienten Sekretion eines Hirudins untersuchen 
kann. 
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Auch ist das Verfahren vorteilhaft gegenuber des Einsatzes von Computer 
Programmen wie von Nielsen etal. ( Protein Engineering 10. 1-6. 1997 ) 
beschrleben. mit deren Hilfe sich Schnittstellen zwischen Signalsequenz und einem 
Protein von Interesse vorhersagen lassen. Es zeigt sich jedoch. daB die hiermit zu 
treffenden Voraussagen nicht in jedem Fall zutreffen. so daa leicht vorteilhafte 
Kombinationen ubersehen werden kSnnten. Zudem besteht zwischen der 
Voraussage der korrekten Prozessierung und der tatsachlich erzielbaren Ausbeute 
keine Beziehung. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist ein Hirudlnvoriaufer enthaltend eine 
Signalsequenz ausgewahit aus der Gruppe enthaltend die Signalsequenzen des 
aulieren Membranproteins von Serratia marcescens, des oprF-Proteins von 
Pseudomonas fluorescens, des lamb B Proteins von Escherichia coli. (kodiert durch 
das Lambda Rezeptor (lamB) Gen) und der Fumarat-Reduktase von Shewanella 
putrifaciens, vorzugsweise ausgewahit wird aus der Gruppe enthaltend die 
Signalsequenz des aulieren Membranproteins von Serratia marcescens und der 
Fumarat Reduktase von Shewanella putrifaciens, an welche C - terminal die 
Sequenz von Leu-Hirudin angefiigt ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Leu- 
Hirudin. bei welchem als Zwischenstufe ein Hirudinvoriaufer wie oben beschrieben 
vorkommt, bei dem 

(a) ein Expressionsplasmid enthaltend eine DNA-Sequenz kodierend fur den 
Hirudinvoriaufer hergestellt wird: 

(b) das Expressionsplasmid geman (a) in einer geelgneten £. coli Zelle exprimiert 
vArd; 

(c) der Hirudinvoriaufer aus £ coli sekretiert und gleichzeitig prozessiert wird; 
und 

(d) das Leu-Hinjdin direkt aus dem Kulturmedium isoliert wird. 
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Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Hirudinvoriaufers wie 
oben beschrieben zur Herstellung von Leu-Hirudin, vorzugsweise in einem 
Verfahren wie oben beschrieben. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Ennittlung eines 
geeigneten Signalpeptids zur sekretorischen Expression eines beliebigen Proteins in 
E. coli, wobei 

(a) Hinjdin oder ein Hirudinderivat mit antithrombotischer Wirl<ung, welches eine 
10 definierte Aminosaure As, an seinem N -Terminus hat. welcher sich N - 

terminal an ein zu testendes Signalpeptid anschlieBt. in E. coli exprimiert wird: 

(b) die Expressionsrate durch Messung der Hirudlnalctivitat im Kulturuberstand 
bestimmt wird; 

(c) die Schritte (a) und (b) mit verschiedenen Signalpeptiden wiederholt werden: 
15 (d) ein geeignetes Signalpeptid durch Vergleich der durch die gemSB Schritt (b) 

ermittelten Hirudinaktivitmen reprSsentierten Expressionsraten ausgewShlt 
winj. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Ven/vendung von Hirudin oder einem 
20 Hirudinderivat mit antithrombotischer Wirkung. welches eine definierte Aminosaure 
Asx an seinem N-Temilnus hat. zur Emiittlung eines Signalpeptids, welches die 
efflziente Sekretion eines VorlSuferproteins bestehend aus dem Signalpeptid und 
einem beliebigen anderen Protein mit der N-tertnlnalen Aminosaure Asx. bei 
glelchzeitiger Abspaltung des Signalpeptids aus E. coli. ermbglicht. insbesondere 
25 wobei ASx glelch Leucin ist 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
beliebigen Proteins durch sekretorische Expression in E. coli, wobei 

30 (a) ein geeignetes Signalpeptid gemaii dem Verfahren zur Emiittlung eines 
geeigneten Signalpeptids. ennittelt wird: 
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(b) ein Nukleinsaurekonstmkt kodierend fur ein Vorlauferprotein bestehend aus 
dem geeigneten Signalpeptid gemali (a) und dem beliebigen Protein in E. coli 
exprimiert wird; und 

(c) das beliebige Protein aus dem Kuiturviberstand isoliert wird, 

insbesondere. wobei die N-terminale Aminosaure des gewunschten Proteins Leucin 
ist und die Expression Qber ein NukielnsSurekonstrukt erfolgt. bei welchem die das 
Signalpeptid umfassende Sequenz kodiert fOr ein Signalpeptid ausgewShlt aus der 
Gruppe enthaltend das auliere Membranprotein von Seiratia marcescens, das oprF- 
Proteins von Pseudomonas fluorescens, das lamb B Proteins von Escherichia coli, 
und die Fumarat-Reduktase von Shewanella putrifaciens . 

Beispielhaft soil die Synthese von Signalsequenzen, die die effiziente Synthese und 
Sekretion von Leu-Hirudin eriauben. beschrieben werden. Ebenfalls wird die 
Synthese anderer Signalsequenzen. die nicht oder hinsichtlich der Ausbeute mit 
schiechteren Ergebnissen zum Ziel fuhrten, beschrieben. Die Beispiele sollen dabel 
den Gedanken der Erfindung anhand der Auswahl von Signalsequenzen anhand von 
Leu-Hinjdin eriautem, jedoch nicht darauf beschrankt sein. 

Die beschriebenen Verfahren konnen zur Aufreinigung von Refludan venwendet 
werden: dies ist beisplelsweise in Belspiel 1 1 beschrieben. 

Beispiel 1 : Synthese eines Fusionsgenes kodierend fiir ein Fusionsprotein 
bestehend aus Leu-Himdin und der Signalsequenz des auReren Membranproteins 
aus Serratia marcescens 

Als Expressionsplasmid wird der im europaischen Patent 0 468 539 in Figur 1 
beschrlebene Vektor pJF1 18 venwendet. da dieser bzgl. seines GrundgerQstes mit 
dem im europaischen Patent 0 448 093 beschriebenen Vektor pCM7053 identisch 
ist. 
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Als Matrize wird das im europaischen Patent 0 448 093 in Beispiel 1 genannte 
Plasmid pK152 verwendet. das die Hirudinsequenz entsprechend dem europaischen 
Patent 0 171 024tragt. 

Das Membranprotein wurde von Braun. G. und Cole. S.T: ( Mol.Gen.Genet. 195, 
321-328 . 1984 ) beschrieben. 

Zur Synthase des gewOnschten DNA - Abschnittes werden drei 
Oligonukleotidsequenzen hergestellt. 

Oligonukleotid hirrev hat die Sequenz : 

5- TTTTTTTAAG CTTGGGCTGC AGGTC 3' [SEQ ID NO: 1] 

Hindlll 

15 Der Primer hybridisiert gegen die Region 227 -210 bp des in der Tabelle 1 
dargestellten Himdingenes. 

Primer smompaf 1 hat die Sequenz: 

20 5'-TGGCACTGGC AGGTTTCGGT ACCGTAGCGC AAGCCcttac gtatactgac tgca - 3' 

[SEQ ID NO: 2] 

Der Primer hybridisiert gegen die Nukleotide 1-19 der in Tabelle 1 dargestellten 
Hirudinsequenz. Der hybridisierende Tell der Primersequenz ist mit kleinen 
25 Buchstaben symbolislert. Der Rest der Sequenz hybridisiert gegen die Region 229bp 
-263 bp der von Braun.G. und Cole,ST. ( Mol. Gen. Genet. 195. 321-328. 1984 ) 
publizierten Sequenz. 

Primer smompaf2 hat die Sequenz : 

30 

5 - ttttttgaat tcATGAAAAA GACAGCTATC GCATTAGCAG TGGCACTGGC AGGTTTC - 3 

[SEQ ID NO: 3] 
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Ab Position 13 bp hybridisiert die Primersequenz mit der von Braun und Cole 
publizierten Sequenz von 201 bp - 245bp und uberiappt somit mit der Primersequenz 
smompaf2. Die Position 1- 12 des Primers enthalt eine Erkennungsstelle fur das 
Restriktlonsenzym EcoRl sowie angrenzend sechs T-Nukleotide. urn die Erkennung 
durch das Enzym zu ermogiichen. 

in einer Standard - PGR (wie z.B. 94*'C :10".50 °C: 30".72°C: 45". 25 Zyklen) mit 
DNA des Piasmides pK152 als Matrize. das die in Tabelle 1 beschriebene Sequenz 
tragt. und den Primem hirrev und smompafi wird die Hirudinsequenz um die 
bakterielle Tellsignalsequenz verlSngert. Das Reaktionsprodukt wird dann in einer 
zweiten PGR als Template mit den Primem hirrev und smompaf2 unter gleichen 
Bedingungen umgesetzt. Als Reaktionsprodukt entsteht ein DNA-Fragment. das fQr 
ein Fusionsprotein kodiert. welches aus der um die gewiinschte Signalsequenz 
veriangerten Hirudinsequenz besteht. Am 5'Ende findet sich die Eri<ennungsstelle 
fur das Restriktionsenzym EcoRI und am 3' Ende die Erkennungsstelle fur das 
Enzym H/ndlll. 

Das Reaktionsprodukt der zweiten PGR wird in einem Doppelverdauansatz mit 
den beiden Restriktionsenzyme umgesetzt und als EcoRU H/hdIII Fragment in die 
mit den beiden Enzymen geoffnete Vektor DNA in einer T4 - DNA - Ligasereaktion 
insertiert. Kompetente Zellen des Stammes E. co//Mc1061 oder der Sekretor - 
Mutante WCM100 werden mit dem Ligationsgemisch transformiert und unter 
Seiektionsdruck auf Ampicillin-haltigen Flatten vermehrt. Am nachsten Morgan 
erfolgt dann die Expression gemSli Beispiel 6 im Vergleich zur Ala- 
Hirudinexpression mit dem Stamm E. coli WCM100 / pGM7053. Es zeigt sich . daft 
die erzielte Expression ca. 1 .5 mal besser ist als im Vergleichsversuch. 

Beispiel 2 : Synthese des Fusionsproteins aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz 
des oprF - Genproduktes aus Pseudomonas fluorescens 

Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme, dali anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden. die bezOglich ihrer Spezifitat fur das Hirudingen und der Sequenz zur 
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Erkennung durch das Restriktionsenzym EcoR\ die gleichen Merkmale wie die 
smompa -Primer aufweisen, aber fur die gewunschte Signalsequenz des oprF- 
Genes ( De. E. et aL: FEMS Microbial. Lett. 127. 267 -272 . 1995) kodieren. 



Primer pfuf1 hat die Sequenz: 

5'GGTTCTCTTA TTGCCGCTAC TTCTTTCGGC GTTCTGGCAc ttacgtatac tgactgca 3 0 

[SEQ ID NO: 4] 

Primer pfuf2 hat die Sequenz : 

5'ttttttgaattcatgAAAAACACCTTGGGCTTGGCCATTGGTTCTCmTT^^^^ 

Dabei wird der Primer pfuf1 entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der Primer 
pfuf2 entsprechend in der PCR2 venA^endet. Die Expression wird im Vergle.ch zur 
Ala- Hirudinexpression mit dem Stamm E. co// WCM100 / pCM7053 durchgefuhrt. Es 
zeigt sich. daft die erzielte Expression ca. 1 .1 mal besser 1st . als im 
Vergleichsversuch. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS- PAGE System 
wird die Himdinbande isoliert und die N- terminale Sequenz des Hirudins bestimmt. 
Es zeigt sich . daft die Sequenz vollstandig intakt ist und mit der AminosSure Leucn 
beginnt Dieses Ergebnis ist Dberraschend. da das Programm zur Identifikation der 
putativen Signalpeptidaseeri<ennungsstelle eine VeriSngerung des Hirudins urn Val.n 
voraussagt. 

Beispiel 3 : Synthese des Fusionsproteins aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz 
des lamB Genproduktes aus E. coli 

Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. daft anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden, die bezQglich ihrer Spezifitat fOr das Hirudingen und der Sequenz zur 
Eri<ennung durch das Restriktionsenzym EcoRl die gleichen Merkmale wie die 
smompa -Primer autweisen.aber for die gewOnschte Signalsequenz des lamb- 
Genes ( Clement.J.M. and Hofnung. M. : Cell 27. 507 -514. 1981 ) kodieren. 
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5 



Primer lambbfl hat die Sequenz: 

5- GTTGCCGTCG CAGCGGGCGT AATGTCTGCT CAGGC/\ATGG CTcttacgta lactgactgc a 3' 

[SEQ ID NO: 6] 



Primer Iambbf2 hat die Sequenz : 

5'ttmtgaattcATGATGAT TACTCTGCGC AAACTTCCTC TGGCGGTTGC CGTCGCAGC 3' 
10 [SEQ ID NO: 7] 

Dabeiwird der Primer lambbfl 1 entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der 
Primer Iambbf2 entsprechend in der PCR2 ven/vendet. Die Expression wird 
im Vergleich zur Ala- Himdinexpression mit Stamm £ coli WCM1 00 / pCM7053 

1 5 durchgefiihrt. Es zeigt sich . daH die erzielte Expression glelch hoch 1st wie im 

Vergleichsversuch. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung im SDS- PAGE System 
wird die Hirudinbande isoliert und die N- terminate Sequenz des Hirudins bestimmt. 
Es zeigt sich . daU die Sequenz vollstandig intakt ist und mit der Aminosaure Leucin 
beginnt. Dieses Ergebnis ist Qberraschend. da das Programm zur Identifilotlon der 

20 putativen Signalpeptidaseertcennungsstelte die kon-elcte Prozessierung von Hinidin 
nicht voraussagt. 

Beispiel 4: Synthese des Fusionsproteins aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz 
des VoriSufers der Fumarat Reduktase Flavoprotein Untereinheit aus Shewanella 
25 putrefaciens 

Dte Konstmktlon erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. dad anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden, die bezQglich ihrer Spezifitat fur das Hirudingen und der Sequenz zur 
30 Eritennung durch das RestrikUonsenzym EcoRI die gleichen Merkmale wie die 
smompa -Primer aufweisen.aber fur die gewunschte Signalsequenz aus 
Shewanella putrefaciens ( Pealing S.L. et al.: Biochemistry 31. 12132 - 12140. 
1992) kodieren. Da die Publikation nur die Proteinsequenz beschreibt. wird die 
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Aminosauresequenz entsprechend der Codon - Tabellen in eine DNA - Sequenz 
Qbersetzt, so dali sich fur den 



Primer spfccfl folgende Sequenz ergibt: 

5- CTACCCTGAT GGGTACCGCT GGTCTGATGG GTACCGCTGT TGCTcttacg tatactgact gca 3" 

[SEQ ID NO: 8] 

Primer spfccf2 hat die Sequenz : 

5'tmttgaattcATGAAAAAAATGAACCTGGCTGTTTGCATCGCTACCCTGATGGGTACC3- 

[SEQ ID NO: 9] 

Dabei wird der Primer spfccfl entsprechend Beispiel 1 in der PCR1 und der Primer 
spfccf2 entsprechend in der PCR2 venwendet.Die Expression wird im Vergleich zur 
Ala- Hirudinexpression mit Stamm E coli WCM100 / pCM7053 durchgefQhrt. Es 
zeigt sich. dali die erzielte Expression ca. 1 ,5 mal besser ist als Im 
Vergleichsversuch. Nach gelelektrophoretlscher Auftrennung im SDS PAGE System 
wird die Hirudinbande isoliert und die N - temiinale Sequenz des Hirudins bestimmt 
Es zeigt sich, dali die Sequenz vollstSndig intakt ist und mit der Aminos§ure Leucin 
beginnt. Dieses Ergebnis ist Qben^schend, da das Programm zur Identifikation der 
putativen Signalpeptidaseeri<ennungsstelle eine Prozessierung cariDOxystSndig zu 
Cystein in Position 6 der Hirudinsequenz voraussagt. 

Beispiel 5 : Synthese des Fusionsproteins aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz 
des Voriaufers der p - Laktamase aus pBR322 

Die Konstruktion erfblgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. daB anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden. die bezuglich Ihrer Spezifitat fur das Hirudingen und der Sequenz zur 
Eri<ennung durch das-Restriktionsenzym EcoRI die gleichen Meritmale wie die 
smompa -Primer aufweisen. aber fQr die gewQnschte Signalsequenz des p - 
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Laktamase - Vorlauferproteines ( Sutcliffe J.G.;Cold Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol. 43:77-90 (1978) ) kodieren. 



Primer blatfl hat folgende Sequenz : 

5' CTGATCCCGTTCTTTGCAGC GTTCTGCCTG CCGGTTTTCG CGcttacgta lactgactgc a 3' 

[SEQ ID NO: 10] 

Primer blatf2 hat die Sequenz : 

5- ttttttgaat tcATGTCCAT CCAGCACTTC CGCGTCGCCC TGATCCCGTT CTTTGC 3' 

[SEQ ID NO: 11] 

Dabei wird der Primer blatfl entsprechend Beispiel 1 in der PCR1 und der Primer 
blatf2 entsprechend in der PCR2 venwendet. Die Expression wird im Vergleich zur 
Ala-Hirudlnexpressicn mit Stamm E co// WCM100 / pCM7053 durchgefQhrt. Es zeigt 
sich . daU die erzielte Expressionausbeute nur 50% - 90% der im Vergleichsversuch 
eizielten Ausbeute betragt. Nach gelektrophoretischer Auftrennung im SOS PAGE 
System wird die Hirudinbande isoliert und die N- terminate Sequenz des Hirudins 
bestlmmt. Es zeigt sich , daa die Sequenz vollstSndig intakt ist und mit der 
AminosSure Leucin beginnt. Dieses Ergebnis wurde durch das Programm zur 
Idenfrfikation der putativen Signalpeptideri<ennungsstelle vorausgesagt. 

Beispiel 6 : Synthese des Fusionsgenes aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz des 
Voriaufers der alkalischen Phosphatase aus E. coli 

Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. dali anstelle der Primer smompafi / 12 zwei neue Primer benutzt 
werden , die beziiglich ihrer Spezifitat fur das Himdingen und ihrer Sequenz zur 
Eri<ennung durch das Restriktionsenzym EcoRI die gleichen Meritmale wie die 
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smompa -Primer aufweisen. aber fur die gewiinschte Signalsequenz des 
alkalischen Phosphataseproteins aus E. coli ( Sliuttleworth.H., Taylor. J. and 
Minton. N. Nucleic Acids Res. 14 (21), 8689 (1986) ) kodieren. 

5 Primer linkphoafl hat folgende Sequenz : 

5' GCTGCCGCTG CTGTTCACCC CGGTTACCAA AGCGcttacg tatactgact gca 3' 
[SEQ ID NO.: 12] 

10 Primer linkphoaf2 hat die Sequenz : 

5- ttttttgAAT TCATGAAACA GTCGACCATC GCGCTGGCGC TGCTGCCGCT GCTGTTC 3' 
[SEQ ID NO.: 13] 

5 Die beiden Primer sind bzgl. der Codonwahl fiir E. coli optimiert. d.h. sie ent - 
sprechen nicht vollstandig der natOriichen Sequenz des Ausgangsgenes. 

Dabei wird der Primer linkphoafl entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der 
Primer linkphof2 entsprechend in der PCR2 venwendet. Die Expression wird 

20 im Vergieich zur Ala - Hirudinexpression mit dem Stamm E. co// WCM100 / 

PCM7053 durchgefQhrt. Es zeigt sich, da(i die erzielte Expressionausbeute nur ein 
Bruchteil der im Vergleichsversuch erzielten Ausbeute betr^gt. Durch 
gelektrophoretische Auftrennung im SDS PAGE System wird die Himdinbande 
isoliert und die N- temiinale Sequenz des Himdins bestimmt. Es zeigt sich . dali die 

25 Sequenz vollstandig intakt ist und mit der Aminosaure Leucin beginnt. Dieses 
Ergebnis wurde durch das Programm zur Identifikation der putativen 
Signalpeptidaseericennungsstelle vorausgesagt. Qberraschend Ist aber die 
schlechte Ausbeute. 

30 Beispiel 7: Synthese des Fusionsgenes aus Leu-Hlmdin und der Signalsequenz des 
Voriaufers der alkalischen Phosphatase aus E. fergusonii 
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Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. daB anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden . die bezuglich ihrer Spezifitat fOr das Hirudingen und ihrer Sequenz zur 
Erkennung durch das Restriktlonsenzym EcoRI die gleichen Merkmale wie die 
5 smompa - Primer aufweisen. aber fiir die gewunschte Signalsequenz des 

alkalischen Phosphataseproteins aus £. fergusom ( Du Bose. R.F. and Hart). D.L. 
Mol. Biol. Evol. 7. 547-577 (1990) ) kodieren. 

Diese Signalsequenz unterscheidet sich an fQnf Positionen von der der alkalischen 
10 Phosphatase aus £. co//. 

Primer fergusfl hatfolgende Sequenz : 

5' GCTGAGCTGC CTGATCACCC CGGTGTCCCA GGCGcttacg tatactgact gca 3' 
15 [SEQ ID NO.: 14] 

Primer fergusf2 hat die Sequenz : 

5- tmttgaat tcATGAAACA GAGCGCGATC GCGCTGGCTC TGCTgAGCTG CCTGATC 3' 
20 [SEQ ID NO.: 15] 

Die beiden Primer sind bzgl. der Codonwahl fOr Eco// optimiert, d.h. sie entsprechen 
nicht vollstandig der natOriichen Sequenz des Ausgangsgenes. Dabei w.rd der 
Primer fergusfl entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der Primer fergusf2 

25 entsprechend in der PCR2 veoA/endet. Die Expression wird im Vergleich zur Ala - 
Hirudinexpression mit Stamm E co/i WCM100 / pCM7053 durchgefuhrt. Es ze>gt 
sich daB die erzielte Expressionausbeute nur ein Bmchteil der im 
Vergleichsversuch erzlelten Ausbeute betrSgt. Sie ist nochmals um etwa die Halfte 
geringer. als dies fOr die mit dem Konstrukt aus Signalpeptid von Eco// alkalischer 

30 Phosphatase und Leu-Hirudin beobachtet wird. 

Beispiel 8 : Synthese deS Fusionsgenes aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz des 
Voriaufers der Cyclodextrin Glucanotransferase aus Paenibacillus macerans 



wo 01/21662 



16 



PCT/EPOO/08537 



Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme. daB anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden . die bezuglich ihrer Spezifitat fur das Hirudingen und ihrer Sequenz zur 
Eri^ennung dutch das Restril<tionsenzym EcoR\ die gleichen Merkmale wie die 
smompa -Primer aufweisen. aber fQr die gewunschte Signalsequenz des 
Cyclodextrin Glucanotransferase Genes aus Paenibacillus macerans (Takano.T.. 
Fukuda.M.. Monma.M.. Kobayashi.S., Kainuma.K. and Yamane.K. J. Bacteriol. 166. 
1 1 18-1 1 22 (1 986)) kodieren. 

Primer baccdgfl hat folgende Sequenz : 

5' CTTTCGCTGA GTATGGCGTT GGGGATTTCA CTGCCCGCAT GGGCActtac 
gtatactgactgca3' [SEQ ID NO.: 16] 



Primer baccdgG hat die Sequenz : 

5' ttttttgaat tcATGAAATC GCGGTACAAA CGTTTGACCT CCCTGGCGCT 
TTCGCTGAGT ATGGC 3' [SEQ ID NO.: 1 7] 

Dabei wird der Primer baccdgfl entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der Primer 
baccdgf2 entsprechend in der PCR2 venwendet. Die Expression wird im Vergleich 
zur Ala - Hirudinexpression mit Stamm E co// WCM100 / pCM7053 durchgefOhrt. Es 
zeigt sich . dall die erzielte Expressionausbeute ca. % der im Vergleichsversuch 
erzielten Ausbeute betragt. Das synthetisierte Hirudin verhait sich im 
Thrombinhemmtest wie Leu-Hirudin. Dies bedeutet. daft das Signalpeptid korrekt 
prozesslert wurde. Dies entspricht nicht der EnA^artung aus der theoretlschen 
Analyse, die aufeinen um 8 AminosSuren veriangerten oder altemativ urn zwei 
AminosSuren vericiirzten N - Temiinus hindeutete. 

Beispiel 9 : Synthese des Fusionsgenes aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz dei 
E. coli PCFO20 Fimbrillin Voriauferproteins (fotA) 
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Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Scliema mit 
Ausnahme, daB anstelle der Primer smompafi / fZ zwei neue Primer benutzt 
werden , die bezuglich ihrer Spezifitat fiir das Hirudingen und ihrer Sequenz zur 
Erltennung durcli das Restriktionsenzym EcoRI die gleichen Merl<male wie die 
smompa -Primer aufweisen, aber fOr die gewunschte Signalsequenz des £ coli 
PCFO20 Fimbrillin Vorlauferproteins ( Viboud. G.I.. Jonson. G., Dean-Nystrom, E. 
and Svennerholm, A.M. Infect. Immun. 64 (4). 1233-1239 (1996) ) kodieren. 

Primer pcf1-ala hat folgende Sequenz : 

5' TGGTTTCAGC TTTAGTAAGC GGGGTTGCAT TTGCTCTTAC GTATACTGAC 
TGCAC 3' [SEQ ID NO.: 18] 

Primer p-pcG hat die Sequenz : 

5' TTTTGGGAAT TCATGAAAAA GACAATTATG TCTCTGGCTG TGGTTTCAGC 
TTTAGTAAGC 3' [SEQ ID NO.: 19] 

Dabei wird der Primer pcf1-aia entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der Primer p- 
pcf2 entsprechend in der PCR2 venwendet. Die Expression wird im Vergleich zur 
Ala - Hirudinexpression mit Stamm E. co// WCM100 / pCM7053 durchgefOhrt. Es 
zeigt sich , dali die erzielte Expressionausbeute ca 40% der im Vergleichsversuch 
erzielten Ausbeute betrdgt. 

Beispiel 10 : Synthese des Fusionsgenes aus Leu-Hirudin und der Signalsequenz 
des S. typhimurium Outer Membrane Protein (fimD) 

Die Konstaiktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema mit 
Ausnahme, dali anstelle der Primer smompafi / f2 zwei neue Primer benutzt 
werden , die bezQglich ihrer Spezifitat fur das Hirudingen und ihrer Sequenz zur 
Eri^ennung durch das Restriktionsenzym EcoRI die gleichen Merkmale wie die 
smompa -Primer aufweisen, aber fur die gewunschte Signalsequenz des S. 
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typhimurium Outer Membrane Proteins ( Rioux, C.R.. Friedrich. M.J. and Kadner, 
R.J.; J. Bacteriol. 172 (11). 6217^222 (1990) ) kodieren. 



Primer styfimfi hat folgende Sequenz : 

5' CGGCGCTGAG TCTCGCCTTA TTTTCTCACC TATCTTTTGC Ccttacgtat actgactgca 3' 
[SEQ ID NO.: 20] 

Primer styfimf2 hat die Sequenz : 

5- ttttttgaattcaTGTCATTTCATCACCGGGTATTTAAACTGTCGGCGCT GAGTCTC 3' 
[SEQ ID NO.: 21] 

Dabei wird der Primer styfimfi entsprechend Beispiel 1 in PCR1 und der Primer 
styfimf2 entsprechend in der PCR2 venwendet. Die Expression wird im Vergleich zur 
Ala - Hirudinexpression mit Stamm E. coli WCM100 / pCM7053 durchgefQhrt. Es 
zeigt sich . dali die erzielte Expressionausbeute ca 10% der im Vergleichsversuch 
erzielten Ausbeute betragt. 



Beispiel 1 1 : Expression in E. coli 

Das Beispiel beschreibt die Expression des Himdin. Dazu werden je 1 -5ml LB- 
Medium. das 25mg/l Ampicillin enthait und 0,5 - 2mM IPTG ( Isopropyl p-D- 
Thiogalactopyranoside ) mitZellen einer Transfonnante beimpft und ca. 20 Stunden 
bei 28''C im Baitschuttler bei 220 rpm geschiitteit. Anschlieliend wird nach 
Bestimmung der optischen Dichte die Zellsuspension zentrifugiert und Hirudin aus 
dem klaren Oberstand bestimmt. 

Parallel zur Expression von Refludan wird die Expression des in dem europSischen 
Patent 0 448 093 beschriebene Ala- Hirudin uber das Plasmid pCM7053 in der in 
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dem Patent beschriebenen Sekretormutante WCM100 durchgefuhrt. Damit wird ein 
direkter Vergleich der Expressionsrate mbglich. 

Die Expression im grolieren Malistab kann entsprechend dem US Patent 5.616.476 
5 erfolgen. Refludan kann dann entsprechend der in diesem Patent in den Beispielen 
5 und 6 beschrieben Methoden gereinigt werden. 

Beispiei 12 : Bestimmung der Hirudinkonzentration 

10 Die Bestimmung der Hirudinkonzentration wird entsprechend der Methode von 
Grielibach et al. ( Thrombosis Research 37, 347 -350 . 1985 ) durchgefOhrt. Dazu 
werden definierte Mengen eines Refludanstandards zur Ersteliung einer Eichkun/e in 
die Melireihe mit einbezogen . Damit kann die Ausbeute direkt in mg /I angegeben 
werden. 

15 

Tabelle 1 : Kodierende DNA - Sequenz fQr Hirudin mit Qbersetzung in AminosSuren 

20 

1 CTTACGTATACTGACTGCACTGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTCSTGCGAAGGATCTAAC 60 
25 LTYTDCTESGQNLCLCEGSN - 

61 GTTTGCGGCCAGGGTAACAAATGCATCCTTGQATCCGACGGTGAAAAGAACCAGTGCGTT 120 
VCGQGNKCILGSDGEKNQCV - 



30 

121 ACTGGCGAAGGTAI 

T0E6TPKPQSHNDGDFBBIP 



.CCCCGAAACCGCAGTCTCATAACGACGGCGACTTCGAAGAGATCCCT 180 



35 



181 GAGGAATACCTTCAGTAATAGAGCTCGTCGACCTOCAGCCCAAGCTT 
[SEQ ID NO. :22] 



227 



40 

E E Y L Q * * 
[SEQ ID NO. : 23] 

45 
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Tabeile 2: 



Beispiel 


Signalsequenz 


Primarstruktur 


Relative 
Ausbeute 
pro ml Kultur 


SEQ ID 
NO.: 


- 


Kontrolie : cgtase -Ala - 

Mirudin 


MKRNRFFNTS AAIAISIALNTFP 
CSMQTIA 


1 


24 


1 


aufieres Membranprotein / 
Serrtia marcescens 


MKKTAIALAVALAGFATVAQ A 


1,5 


25 


2 


oprF - Protein / 
Pseudomonas duorescens 


MKNTLGLAIGSLIAATSFGV LA 


i 1 


26 


3 


lambB -Protein / EcoU 


MMITLRKLPL AVAVAAVaVMb 
AQAMA 


1 


27 


4 


Fumat Reduktase / 
Shewanella putrifaciens 


MKKMNLAVCI ATLMGTAGLM 
GTAVA 


1.5 


28 


5 


p - Lactamase / pBR322 


MSIQHFRVAL IPFFAAFSLPVPA 


0.5 


29 


8 


alk. Phosphatase / E.coii 


MKQSTIALAL LPLLFTPVTK A 


0,1 


30 


9 


alk. Phosphatase / & 

fergusonii 


MKQSAIALAL LSCLITPVSQ A 


oios 


31 
~M 


10 


Cyclodextrin 
Glucanotransferase / 
Paenibacillus macerans 


MKSRYKRLTS LALSLSMALGI 
SLPAWA 


0.25 


"13 


11 


Outer Membrane Protein / i>. 
typhimurium 


■ "MSFHHRVFKL SALSLALFSH L5PA 


0.11 
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Patentanspriiche: 

1 . Hirudinvoriaufer enthaitend eine Signalsequenz ausgewahit aus der Gruppe 
enthaitend die Signalsequenzen des auBeren Membranproteins von Serratia 
marcescens, des oprF-Proteins von Pseudomonas fluorescens, des lamb B Proteins 
von Escherichia coli, und der Fumarat-Reduktase von Shewanella putrifaciens, an 
weiche C-terminal die Sequenz von Leu-Hirudin angefiigt ist. 

2. Hirudinvorlaufer gemas Anspruch 1 . wobei die Signalsequenz ausgewahit 
wird aus der Gruppe enthaitend die Signalsequenz des auBeren Membranproteins 
von Serratia marcescens und der Fumarat-Reduktase von Shewanella putrifaciens. 

3. Verfahren zur Herstellung von Leu-Hirudin, bei welchem als Zwischenstufe 
ein Hirudinvorlaufer gemaB einem der AnsprOche 1 oder 2 vorkommt. bei dem 

(a) ein Expressionsplasmid enthaitend eine DNA-Sequenz kodierend fur den 
Hirudinvorlaufer hergestellt wird; 

(b) das Expressionsplasmid gemaB (a) in einer geeigneten E coli Zelle exprimiert 

wird; 

(c) der Hirudinvorlaufer aus der E. coli sekretiert und gleichzeitig prozessiert wird; 
und 

(d) das Leu-Hirudin aus dem Kulturmedium isoliert wird. 

4. Venwendung eines Hirudinvoriaufers gemaii einem der AnsprOche 1 oder 2 
zur Herstellung von Leu-Hirudin. 

5. Venwendung eines Hirudinvoriaufers gemaS Anspruch 4 in einem Verfahren 
gemaS Anspruch 3. 



6. Verfahren zur Emiittlung eines geeigneten Signalpeptids zur sekretorischen 
Expression eines beliebigen Proteins in E. coli. wobei 
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(a) Hirudin Oder ein Hirudinderivat mit antithrombotischer Wirlcung. welches eine 
definierte Aminosiure As, an seinem N-Terminus hat, welcher sich N-terminal 
an ein zu testendes Signalpeptid anschlielit, in £. co//exprimiertwird; 

(b) die Expressionsrate durch Messung der Hirudinal<tivitat inn KulturQberstand 
bestimmt wird; 

(c) die Schritte (a) und (b) mit verschiedenen Signalpeptiden wiederholt werden; 

(d) ein geeignetes Signalpeptid durch Vergleich der durch die gemaft Schritt (b) 
ermittelten Hirudinal<tivitmen reprSsentierten Expressionsraten ausgewahit 
wird. 

7. Verwendung von Hirudin Oder einem Hirudinderivat mit antithrombotischer 
Wirlcung. welches eine definierte Aminosaure ASx an seinem N-Terminus hat. zur 
Ermittlung eines Signalpeptids. welches die effiziente Sekretion eines 
Voriauferproteins bestehend aus dem Signalpeptid und einem beliebigen anderen 
Protein mit der N-terminalen Aminosaure Asx. bei gleichzeitiger Abspaltung des 
Signalpeptids aus E. coli. emiOglicht. 

8. Venwendung gemaB Anspruch 7. wobei Asx gleich Leucin ist. 

9. Verfahren zur Herstellung eines beliebigen Proteins durch sekretorlsche 
Expression in E.coli, wobei 

(a) ein geeignetes Signalpeptid gemaii dem Verfahren nach Anspruch 6 ermlttelt 
wind; 

(b) ein Nukleinsaurekonstrukt kodierend filr ein Voriauferproteln bestehend aus 
dem geeigneten Signalpeptid gemaU (a) und dem beliebigen Protein in £. coli 
exprimiert wird; und 

(c) das beliebige Protein aus dem KulturOberstand isoliert wird. 

10. Verfahren zur Herstellung eines beliebigen Proteins in E. coli gemaii 
Anspruch 9, wobei die N-terminale Aminosaure des gewQnschten Proteins Leucin ist 
und die Expression Qber ein Nukleinsaurekonstrukt erfolgt. bei welchem die fiir das 
Signalpeptid kodierende Sequenz kodiertfur ein Signalpeptid ausgewahit aus der 
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Gruppe enthaltend das auRere Membranprotein von Serratia marcescens. das oprF- 
Proteins von Pseudomonas fluorescens, das lamb B Proteins von Escherichia coli, 
und die Fumarat-Reduktase von Shewanelia putrifaciens. 
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SEQUEN2PR0T0K0LL 
<110> Aventis Pharrtia Deutschiand GmbH 

<120> Signalsequenzen zur Hersteilung von Leu-Hirudin Ober 
Sekretion durch E.coli in das Kulturmedium 

<130> 1999/L055 

<140> 19944870.1 
<141> 1999-09-18 

<160> 33 

<i70> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 1 

tttttttaag cttgggctgc aggtcsdnhn d 3] 

<210> 2 
<211> 54 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 2 

tggcactggc aggtttcgct accgtagcgc aagcccttac gtatactgac tgca 54 

<210> 3 
<211> 57 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: misc feature 



1 



wo 01/21662 



PCT/EPOO/08537 



<400> 3 

ttttttgaat tcatgaaaaa gacagctatc gcattagcac tggcactggc aggtttc 57 

<210> 4 
<211> 53 
<212> DNA 

<213> K'Jnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 4 

ggttctctta ttgccgctac ttctttcggc gttctggcac ttacgtatac tgactgca 58 

<210> 5 
<211> 56 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 5 

ttttttgaat tcatgaaaaa caccttgggc ttggccattg gttctcttat tgccgc 56 



<210> 6 
<211> 61 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 6 

gttgccgtcg cagcgggcgt aatgtctgct caggcaatgg ctcttacgta tactgactgc 60 
a 61 



<210> 7 
<211> 59 
<212> DNA 

<213> Kunstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: misc feature 



2 
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<400> 1 

ttttttgaat tcatgatgat tactctgcgc aaacttcctc tggcggtcgc cgtcgcagc 59 



<210> 8 
<211> 63 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 8 

ctaccctgat gggtaccgct ggtctgargg gtaccgctgt tgctcttacg tatactgact 60 
gca * 63 

<210> 9 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 9 

ttttttgaat tcatgaaaaa aatgaacctg gctgtttgca tcgctaccct gatgggtacc 60 

<210> 10 
<211> 61 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: raise feature 
<400> 10 

ctgatcccgt tctttgcagc gttctgcctg ccggttttcg cgcttacgta tactgactgc 60 
a 61 

<210> 11 
<211> 56 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibunq der kunstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 11 

ttttttgaat tcatgtccat ccagcacttc cgcgtcgccc tgatcccgct ctttgc 56 

<210> 12 
<211> 53 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 12 

gctgccgctg ctgttcaccc cggttaccaa agcgcttacg tatactgact gca 53 

<210> 13 
<211> 57 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 13 

ttttttgaat tcatgaaaca gtcgaccatc gcgctggcgc tgctgccgct gctgttc 57 

<210> 14 
<211> 53 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 14 

gctgagctgc ctgatcaccc cggtgtccca ggcgcttacg tatactgact gca 53 

<210> 15 
<211> 57 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz : misc feature 
<400> 15 

ttttttgaat tcatgaaaca gagcgcgatc gcgctggctc tgctgagctg cctgatc 57 



<210> 16 
<211> 64 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 16 

ctttcgctga gtatggcgtt ggggatttca ctgcccgcat gggcacttac gtatactgac 60 
tgca 64 



<210> 17 
<211> 65 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 17 

ttttttgaat tcatgaaatc gcggtacaaa cgtttgacct ccctggcgct ttcgctgagt 60 
atggc 65 



<210> 18 
<211> 55 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: misc feature 
<400> 18 

tggtttcagc tttagtaagc ggggttgcat ttgctcttac gtatactgac tgcac 55 



<210> 19 
<211> 60 
<212> DNA 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz: niisc feature 
<400> 19 

ttttgggaat tcatgaaaaa gacaattatg tctctggctg tggtttcagc tttagtaagc 60 

<210> 20 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Kunstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 20 

cggcgctgag tctcgcctta ttttctcacc tatcttttgc ccttacgtat actgactgca 60 

<210> 21 

<211> 57 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: misc feature 
<400> 21 

ttttttgaat tcatgtcatt tcatcaccgg gtatttaaac tgtcggcgct gagtctc 57 

<210> 22 
<211> 267 
<212> DNA 

<213> Kunstiiche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: gene 
<400> 22 

cttacgtata ctgactgcac tgaatctggt cagaacctgt gcctgtgcga aggatctaac 60 
tytdctsgnc cgsngtttgc ggccagggta acaaatgcat ccttggatcc gacggtgaaa 120 
agaaccagtg cgttvcggnk cgsdgkncva ctggcgaagg taccccgaaa ccgcagtctc 180 
ataacgacgg cgacttcgaa gagatccctt ggtkshndgd gaggaatacc ttcagtaata 240 
gagctcgtcg acctgcagcc caagctt 267 
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<210> 23 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: peptide 
<400> 23 

Glu Glu Tyr Leu Gin 
i 5 



<210> 24 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: signal 

<400> 24 

Met Lys Arg Asn Arg Phe Phe Asn Thr Ser Ala Ala lie Ala lie Ser 
15 10 15 

He Ala Leu Asn Thr Phe Phe Cys Ser Met Gin Thr He Ala 
20 25 30 



<210> 25 
<211> 21 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: signal 
<400> 25 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala Leu Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala 
15 10 15 

Thr Val Ala Gin Ala 
20 



7 



wo 01/21662 



PCT/EPOO/08537 



<210> 26 
<2il> 22 
<212> PRT 

<2i3> Kunstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: signal 
<400> 26 

Met Lys Asn Thr Leu Gly Leu Ala lie Gly Ser Leu lie Ala Ala Thr 
15 10 15 

Ser Phe Gly Val Leu Ala 
20 



<210> 27 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: signal 

<400> 27 

Met Met He Thr Leu Arg Lys Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Ala 
15 10 15 

Gly Val Met Ser Ala Gin Ala Met Ala 
20 25 



<210> 28 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: signal 
<400> 28 

Met Lys Lys Met Asn Leu Ala Val Cys He Ala Thr Leu Met Gly Thr 
1 5 • 10 15 

Ala Gly Leu Met Gly Thr Ala Val Ala 
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<210> 29 
<211> 23 
<212> PRT 

<2i3> KOnstiiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: signal 
<400> 29 

Met Ser lie Gin His Phe Arg Val Ala Leu He Pro Phe Phe Ala Ala 
15 10 15 

Phe Ser Leu Pro Val Phe Ala 
20 



<210> 30 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: signal 
<400> 30 

Met Lys Gin Ser Thr He Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr 
15 10 15 

Pro Val Thr Lys Ala 
20 



<210> 31 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: signal 
<400> 31 

Met Lys Gin Ser Ala He Ala Leu Ala Leu Leu Ser Cys Leu He Thr 

9 
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15 



Pro Val Ser Gin Ala 
20 



<210> 32 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: signal 
<400> 32 

Met Lys Ser Arg Tyr Lys Arg Leu Thr Ser Leu Ala Leu Ser Leu Ser 
15 10 15 

Met Ala Leu Gly lie Ser Leu Pro Ala Trp Ala 
20 25 



<210> 33 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: signal 
<400> 33 

Met Ser Phe His His Arg Val Phe Lys Leu Ser Ala Leu Ser Leu Ala 
1 5 10 -15 

Leu Phe Ser His Leu Ser Phe Ala 
20 
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